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RESUMEN 
 
     Rhipicephalus sanguineus s.l es la garrapata con mayor distribución a nivel mundial 
capaz de transmitir patógenos a humanos y animales, siendo la Ehrlichiosis canina la 
principal enfermedad transmitida por este artrópodo en el Perú. El objetivo de este estudio 
fue identificar morfológica y molecularmente las garrapatas de perros con Ehrlichiosis en el 
distrito de Chiclayo en Lambayeque-Perú. Los perros fueron diagnosticados con Ehrlichiosis 
para que puedan ser sometidos al muestreo. Se colectaron 297 garrapatas de 74 perros las 
cuales fueron conservadas en crioviales con etanol al 70% y remitidas al Laboratorio de 
Epidemiología y Economía de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos para su evaluación. La población completa de garrapatas fue 
identificada morfológicamente como Rhipicephalus sanguineus s.l de los cuales 9 
especímenes fueron identificados mediante procedimientos moleculares usando el gen 
mitocondrial 16S rADN. Las secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias de 
Rhipicephalus sanguineus s.l de Brasil y Colombia (Linaje del Norte), Argentina, Chile y 
Uruguay (Linaje del Sur), España, Italia y Sudáfrica. Las secuencias de Rhipicephalus 
sanguineus s.l del Perú mostraron una divergencia genética intraespecífica de 0-0.3% y 6.1-
6.8% con el Linaje del Norte y Linaje del Sur respectivamente. El análisis filogenético 
agrupó las secuencias del Perú junto a las del Linaje del Norte y Sudáfrica, segregándolas de 
las secuencias del Linaje del Sur y Europa. De esta manera nuestros resultados demuestran 
que Rhipicephalus sanguineus s.l de Chiclayo, Lambayeque- Perú pertenece al Linaje del 
Norte que, a diferencia del Linaje del Sur, son conocidos por ser vectores competentes de 
Ehrlichia canis. Se hacen necesarios futuras investigaciones para identificar el resto de 
poblaciones del país y verificar la posible diferencia de competencia vectorial para otros 
patógenos en orden de entender mejor la epidemiología de las enfermedades transmitidas por 
Rhipicephalus sanguineus s.l en el Perú. 
 
Palabras clave: garrapatas, Rhipicephalus sanguineus s.l, claves taxonómicas, gen 16rRNA, 
Linaje del Norte, Ehrlichia canis 
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ABSTRACT 
 
Rhipicephalus sanguineus s.l is the most widely distributed tick in the world capable of 
transmitting pathogens to humans and animals, with Ehrlichiosis canine being the main 
disease transmitted by this arthropod in Peru. The objective of this study was to identify 
morphologically and molecularly ticks of dogs with Ehrlichiosis in the district of Chiclayo in 
Lambayeque-Peru. The dogs were diagnosed with Ehrlichiosis so that they could be 
sampled. We collected 297 ticks from 74 dogs which were preserved in cryovials with 70% 
ethanol and sent to the Laboratory of Epidemiology and Economics of the Faculty of 
Veterinary Medicine of the National University of San Marcos for evaluation. The complete 
population of ticks was identified morphologically as Rhipicephalus sanguineus s.l of which 
9 specimens were identified by molecular procedures using the mitochondrial gene 16S 
rDNA. The obtained sequences were aligned with sequences of Rhipicephalus sanguineus s.l 
from Brazil and Colombia (Lineage of the North), Argentina, Chile and Uruguay (Lineage of 
the South), Spain, Italy and South Africa. The sequences of Rhipicephalus sanguineus s.l 
from Peru showed an intraspecific genetic divergence of 0-0.3% and 6.1-6.8% with the 
Northern Lineage and Southern Lineage respectively. The phylogenetic analysis grouped the 
sequences of Peru along with those of the Northern Lineage and South Africa, segregating 
them from the Southern and European Lineage sequences. In this way, our results show that 
Rhipicephalus sanguineus s.l from Chiclayo, Lambayeque-Peru belongs to the Northern 
Lineage that unlike the Southern Lineage, are known to be competent vectors of Ehrlichia 
canis. Future research is necessary to identify the rest of the country's populations and verify 
the possible difference in vector competence for other pathogens in order to better 
understand the epidemiology of diseases transmitted by Rhipicephalus sanguineus s.l in 
Peru. 
Keywords: ticks, Rhipicephalus sanguineus s.l, taxonomic keys, 16rRNA gene, Northern 
lineage, Ehrlichia canis 
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INTRODUCCIÓN 
 
Las garrapatas son ectoparásitos hematófagos de los vertebrados y debido a su capacidad 
para transmitir varios patógenos tanto a humanos como animales, existen necesidades 
médicas y veterinarias para la identificación exacta de las garrapatas (Bowman y Nuttall, 
2008). Trabajos realizados en Sudamérica, incluyendo el Perú, reportan que Rhipicephalus 
sanguineus s.l es la especie de garrapata es la más encontrada en caninos, realizando su 
identificación basada en criterios morfológicos (Liberato, 1998; Bustamante, 1998; Estares, 
1999; Nunton, 2000). Estudios realizados en poblaciones de Rhipicephalus sanguineus s.l 
demuestran diversidad morfológica (Oliveira, 2005), diferencias biológicas, 
incompatibilidad reproductiva (Szabó, 2005) y una amplia divergencia genética 
intraespecífica (Moraes-Filho, 2011) entre dichos especímenes sugiriendo así la existencia de 
dos especies denominadas Linaje del Norte y Linaje del Sur bajo el nombre de 
Rhipicephalus sanguineus s.l (Nava, 2012). En Sudamérica, Rhipicephalus sanguineus s.l ha 
sido reconocido como potencial vector de Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis 
vogeli, Hepatozoon canis, Rickettsia coronii, Rickettsia ricketsii y Rickettsia massiliae 
(Venzal, 2017). Sin embargo, existen diferencias en la competencia vectorial entre los linajes 
del Norte y Sur, mostrando así que garrapatas pertenecientes al Linaje del Norte son vectores 
competentes de Ehrlichia canis (Cicuttin, 2015; Moraes-Filho, 2015). En el Perú la 
enfermedad más importante transmitida por Rhipicephalus sanguineus s.l es la Ehrlichiosis 
canina, hallándose valores altos de seropositividad y visualización de mórulas microscópicas   
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en caninos en la región norte del país (Robles, 2008; Oliva 2015). Por lo tanto, la identificación 
exacta de Rhipicephalus sanguineus s.l en la región norte es de suma importancia para el 
entendimiento de la epidemiología y el mejoramiento de los programas de control y prevención 
de las enfermedades trasmitidas por dicho vector en el Perú.
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
 2.1 Biología de las Garrapatas 
 
2.1.1 Clasificación Taxonómica 
 
     Las garrapatas pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Subclase Acari, 
Superorden Parasitiformes, Orden Ixodida, Superfamilia Ixodidae. A su vez esta superfamilia 
contiene las familias Ixodidae, Argasidae y Nuttalliellidae (Krantz, 2009). La familia Ixodidae 
está conformada por 14 géneros y 722 especies, la familia Argasidae por 5 géneros y 208 
especies, mientras que la familia Nuttalliellidae está representada sólo por una especie 
(Venzal, 2017). 
 
     Las garrapatas que pertenecen a la familia Ixodidae se caracterizan por poseer un 
dimorfismo sexual marcado, un capítulo que puede ser observado desde una vista dorsal y por 
presentar un escudo dorsal, por esta última característica se les conocen como “Garrapatas 
duras” (Faccioli, 2011). Por otro lado, en las garrapatas de la familia Argasidae el dimorfismo 
sexual no es marcado, el capítulo sólo puede ser observado desde ventral y no presentan un 
escudo quitinoso, por dicha razón se les conocen como “Garrapatas blandas” (Venzal, 2017). 
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     La Familia Ixodidae es usualmente dividida, basada en características morfológicas, en 
Prostriata y Metastriata. Los Prostriata se caracterizan morfológicamente por la presencia del 
surco anal anterior al ano, siendo representada por las garrapatas del género Ixodes, mientras 
que los Metastriata se caracterizan por la presencia del surco anal posterior al ano y está 
representada por el resto de especies (Keirans y Litwak, 1989). 
 
2.1.1.1 Morfología de los principales géneros de garrapatas 
 
 
Género Rhipicephalus 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es medio (3-5mm) incluyendo las piezas bucales. La 
sutura lateral está ausente. La textura del tegumento presenta estriaciones. Las piezas bucales 
son anteriores. Los artículos del palpo son pequeños (Walker, 2003). La base del capítulo tiene 
márgenes laterales angulares de forma hexagonal. Las patas no poseen anillos suaves y son 
delgadas. La coxa del primer par de patas presenta un par de espinas largas e iguales (Dantas-
Torres, 2008). 
 
  El escudo está presente en la hembra (Conscutum en el macho). Las ornamentaciones están 
normalmente ausentes en el escudo y conscutum, pero existen algunas especies con 
ornamentación. Los ojos están presentes y son planos a ligeramente convexos (Venzal, 2017). 
Los festones están presentes en machos (en las hembras ingurgitadas no son notorias). Las 
placas espiraculares son largos y posteriores al cuarto par de patas. Las placas ventrales están 
presentes sólo en machos. El surco anal se encuentra posterior al ano (Quiroz, 2005). 
 
Género Amblyomma 
 
  El tamaño de las garrapatas sin ingurgitar es largo (6-7mm) incluyendo las piezas bucales. La 
sutura lateral está ausente y la textura del tegumento presenta estriaciones (Venzal, 2017). Las 
piezas bucales son anteriores, la base del capítulo tiene márgenes laterales rectos y el segundo 
par de artículos del palpo son más largos que el primer y tercer par. Las patas tienen anillos 
suaves y son delgadas. La coxa del primer par de patas tiene un par de espinas de distinto 
tamaño (Quiroz, 2005). 
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  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho). La ornamentación está 
presente en el escudo y conscutum de muchas especies. Los ojos están siempre presentes 
pudiendo ser planos o convexos. Los festones están presentes en machos y hembras. Las 
placas espiraculares son largas y posteriores al cuarto par de patas. Las placas ventrales en los 
machos son indistintas y el surco anal se encuentra posterior al ano (Walker, 2003). 
 
Subgénero Boophilus 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es pequeño (2-3mm). La sutura lateral está ausente. 
La textura del tegumento tiene estriaciones. Las piezas bucales son anteriores. Los artículos 
del palpo son pequeños y la base del capítulo tiene márgenes laterales angulares. Las patas no 
tienen anillos suaves y son delgadas. La coxa del primer par de patas presenta un par de 
pequeñas espinas (Keirans y Litwak, 1989). 
 
  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho). La ornamentación está 
ausente en el escudo y el conscutum. Los están presentes pero indistintos. Los festones están 
ausentes en hembras y machos. Las placas espiraculares son largas y posteriores al cuarto par 
de patas. Las placas ventrales están presentes sólo en machos. El surco anal es indistinto 
(Walker, 2003) 
 
Género Dermacentor 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es medio (4-5mm) incluyendo las piezas bucales. Las 
piezas bucales son anteriores. El segundo par de artículos del palpo son anchos. La base del 
capítulo tiene márgenes laterales rectos y dorsalmente es rectangular. Las patas no tienen 
anillos suaves y son delgadas. La coxa del primer par de patas presenta un par de largas e 
iguales espinas. La coxa del cuarto par de patas es muy larga (Venzal, 2017). 
  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho). La ornamentación está 
presente en el escudo y el conscutum excepto en Dermacentor nitens. Los ojos están presentes 
y usualmente planos a ligeramente convexos. Los festones están presentes en machos. Las 
placas espiraculares son largas y posteriores al cuarto par de patas. Las placas ventrales están 
ausentes en machos. El surco anal es posterior al ano (Walker, 2003). 
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Género Haemaphysalis 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es pequeño (3mm) incluyendo las piezas bucales. La 
sutura lateral está ausente. La textura del tegumento tiene estriaciones. Las piezas bucales son 
anteriores. El segundo par de artículos del palpo son anchos (Keirans y Litwak, 1989). La base 
del capítulo tiene márgenes laterales rectos. Las patas no tienen anillos suaves y son delgadas. 
La coxa del primer par de patas presenta un par de espinas diferentes (Walker, 2003) 
 
  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho). Las ornamentaciones están 
ausentes en el escudo y conscutum. Los ojos están siempre ausentes. Los festones están 
presentes en machos. Las placas espiraculares son largas y posteriores al cuarto par de patas. 
Las placas ventrales están ausentes en machos. El surco anal es posterior al ano (Quiroz, 
2005). 
 
Género Hyalomma 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es largo (5-6mm) incluyendo las piezas bucales. La 
sutura lateral está ausente. La textura del tegumento tiene estriaciones. Las piezas bucales 
son anteriores. El segundo par de artículos del palpo son más largos que los artículos del 
tercer par. La base del capítulo tiene márgenes laterales y angulares medios. Las patas 
usualmente tienen anillos suaves y son delgadas.  La coxa del primer par de patas presenta 
un par de espinas largas e iguales (Walker, 2003; Venzal, 2017). 
 
  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho) y presenta una coloración 
marrón. Las ornamentaciones están usualmente ausentes en el escudo y conscutum. Los ojos 
están presentes y son convexos. Los festones están presentes en machos y en las hembras no 
son muy notorios (Quiroz, 2005). Las placas espiraculares son largas y posteriores al cuarto 
par de patas. Las placas ventrales están presentes sólo en machos. El surco anal se encuentra 
posterior al ano (Keirans y Litwak, 1989). 
 
Género Ixodes 
 
  El tamaño de los adultos sin ingurgitar es medio (3-4 mm) incluyendo las piezas bucales. El 
surco lateral está ausente. La textura del tegumento tiene estriaciones. Las piezas bucales son 
anteriores. El segundo par de artículos del palpo son más largos que el tercer par de artículos 
(Walker, 2003). La base del capítulo tiene márgenes laterales rectas. Las patas no tienen 
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anillos suaves y son delgadas. La coxa del primer par de patas tiene un par de espinas 
diferentes (Venzal, 2017). 
 
  El escudo está presente en la hembra (conscutum en el macho). Las ornamentaciones están 
ausentes en el escudo y conscutum. Los ojos están siempre ausentes (Quiroz, 2005). Los 
festones están ausentes en los machos y hembras. Las placas espiraculares son largas y 
posterior al cuarto par de patas. Las placas ventrales están presentes sólo en machos. El surco 
anal se encuentra anterior al ano (Keirans y Litwak, 1989). 
 
Género Argas 
 
  Los adultos alcanzan un largo de 6 mm. Presenta una sutura lateral. La textura del tegumento 
es mamilar. El escudo y conscutum están ausentes. Las patas no presentan anillos suaves. No 
presentan ojos. Las piezas bucales son ventrales. Los artículos del palpo son pequeños. La 
base del capítulo presenta márgenes laterales rectos (Walker, 2003). 
 
 Las placas espiraculares son pequeñas y están entre el tercer y cuarto par de patas. Los 
festones y las placas ventrales están ausentes en los machos. El surco anal está ausente en 
ambos sexos. Las espinas de la coxa del primer par de patas están ausentes (Quiroz, 2005). 
 
Género Ornithodorus 
 
  El tamaño de los adultos es de 8 mm. La sutura lateral está ausente. La textura del tegumento 
es mamilar. El escudo y conscutum está ausente. Las patas no poseen anillos suaves y son 
delgadas. Los ojos están usualmente ausentes. Las piezas bucales son ventrales. Los artículos 
de los palpos son pequeños. La base del capítulo presenta márgenes laterales y rectos (Walker, 
2003). 
 
  Las placas espiraculares son pequeñas y están entre el tercer y cuarto par de patas. Los 
festones y las placas ventrales están ausentes en los machos. El surco anal está ausente en 
ambos sexos. Las espinas de la coxa del primer par de patas están ausentes (Quiroz, 2005). 
 
Género Otobius 
 
  El tamaño es de 6 mm. La sutura lateral está ausente en el estadío ninfal. La textura del 
tegumento es espinosa. El escudo y conscutum está ausente. Las patas no presentan anillos 
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suaves y son delgadas. Los ojos están ausentes. Las piezas bucales son ventrales pudiendo ser 
anterior en ninfas. Los artículos del palpo son pequeños. La base del capítulo presenta 
márgenes laterales y rectos (Walker, 2003). 
 
  Las placas espiraculares son pequeñas y están entre el tercer y cuarto par de patas. Los 
festones y las placas ventrales están ausentes en los machos. El surco anal está ausente en 
ambos sexos. Las espinas de la coxa del primer par de patas están ausentes (Quiroz, 2005). 
 
2.1.2 Tipos de ciclo biológico 
    
  Dentro de la familia Ixodidae encontramos garrapatas con tres tipos de ciclo biológico: Ciclo 
biológico de uno, dos o tres hospederos. Las garrapatas de un solo hospedero permanecen en 
el hospedero durante todas las fases parasíticas mudando a ninfas y adultos en el mismo 
individuo, desprendiéndose del mismo únicamente cuando son hembras ingurgitadas (Levy, 
2002). Este tipo de ciclo biológico es menos común, pero ocurre en todos los especímenes del 
sub género Boophilus (Walker, 2003).  
 
El ciclo biológico de dos hospederos es similar pero sólo las larvas y ninfas se alimentan del 
mismo hospedero, mientras que los adultos se alimentan de otro hospedero. Hyalomma 
detritum y Rhipicephalus evertsi poseen este tipo de ciclo biológico (Jongejan, 1994; Walker, 
2003). 
 
     El ciclo biológico de las garrapatas de tres hospederos es el más común en la mayoría de 
especies de la familia Ixodidae. Las larvas ingurgitadas se desprenden del hospedero para 
mudar en el ambiente, posteriormente las ninfas se adhieren a otro hospedero y se desprenden 
como ninfas ingurgitadas para mudar en hembras y de esta manera completar el ciclo 
parasítico en otro hospedero (Dantas-Torres, 2010; Venzal, 2017). El ciclo biológico de tres 
hospederos es lento y puede demorar hasta 6 meses e incluso varios años (Walker, 2003).  
Rhipicephalus sanguineus presenta este tipo de ciclo biológico y es la especie más 
ampliamente distribuida en el mundo, siendo su capacidad para transmitir agentes patógenos a 
humanos y animales la razón de su importancia en Medicina Veterinaria y el área de Salud 
Pública (Dantas-Torres, 2010). 
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2.1.3 Rhipicephalus sanguineus 
 
2.1.3.1 Taxonomía. 
 
     El taxón cosmopolita tradicionalmente llamado Rhipicephalus sanguineus sensu estricto 
constituye en realidad un complejo de especies denominado “grupo Rhipicephalus 
sanguineus” o “Rhipicephalus sanguineus sensu lato” (Nava, 2015).  
 
     El complejo Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l) incluye 12 especies de garrapatas 
(Pegram et   al., 1987). Sin embargo, no se ha llegado aún a un consenso sobre esta 
clasificación (Gray, 2013) y las similitudes morfológicas entre las especies de garrapatas 
pertenecientes al grupo Rhipicephalus sanguineus hace su identificación una tarea difícil, 
incluso para taxonomistas experimentados (Dantas-Torres, 2013). La situación taxonómica se 
complica más debido a que la descripción original de Rhipicephalus sanguineus sensu estricto 
era poca informativa, no poseía ilustraciones y el espécimen “tipo” se perdió (Venzal, 2017). 
Por las razones mencionadas anteriormente se sugiere que el nombre “Rhipicephalus 
sanguineus” no debería ser asignado a cualquier población de garrapatas y en su lugar debería 
usarse el término “Rhipicephalus sanguineus sensu lato” (Guglielmone, 2014; Nava, 2015). 
 
     En la última década muchos estudios han intentado evaluar la variabilidad genética de 
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l) y su relación geográfica. Dichos estudios han 
demostrado que poblaciones de garrapatas previamente determinadas como Rhipicephalus 
sanguineus pertenecen a dos diferentes linages, Linage del Norte o Tropical y Linage del Sur o 
Temperado, con incompatibilidad reproductiva y divergencia genética significativa (Szabó, 
2005; Burlini, 2010; Morales-Filho, 2011; Nava, 2012; Levin, 2012). 
 
     El Linaje del Norte está distribuido desde el norte de Argentina hasta México, mientras que 
el Linage del Sur está asociado a localidades de clima temperado y frío de Argentina, Brasil, 
Chile, Uruguay y Estados Unidos (Morales-Filho, 2011, Levin, 2012; Nava, 2015). Al parecer 
la distribución geográfica de ambos linajes está limitada a una zona entre 24 y 25 grados de 
latitud sur (Nava, 2012).  
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2.1.3.2 Comportamiento  
 
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) es una especie de garrapata endofílica, 
monotrópica y de tres hospederos, es decir, está adaptada a vivir dentro del hogar, todos sus 
estadios de desarrollo se alimentan del mismo hospedero y cada estadío de vida requiere un 
nuevo hospedero del cual alimentarse (Dantas-Torres, 2010). Sin embargo, es capaz de 
sobrevivir en ambientes externos y alimentarse de otro tipo de hospederos que no pertenecen a 
su cadena trópica natural, mostrando así una gran capacidad de adoptar diferentes estrategias 
de sobrevivencia cuando las condiciones ambientales son adversas y la disponibilidad de 
animales hospederos cambia (Lord, 2014). 
 
Gracias a la capacidad de completar su ciclo biológico entero dentro del hogar, R. 
sanguineus puede sobrevivir en climas más fríos (Lord, 2014), presentando una gran 
adaptabilidad a las edificaciones urbanas y alta prolificidad en micro hábitats como huecos y 
grietas del suelo y paredes que ofrecen condiciones de temperatura y humedad para el 
mantenimiento de sus poblaciones (García, 2007).   
 
R. sanguineus puede adoptar estrategias de emboscada o comportamiento de casería 
cuando busca un hospedero del cuál alimentarse, dichos patrones de comportamiento han sido 
adquiridos a lo largo de su evolución siendo parte de la estrategia de la garrapata para la 
supervivencia y perpetuación de la especie (Dantas-Torres, 2010).  
 
2.1.3.3 Alimentación  
 
En el hospedero, R. sanguineus usa el par que quelíceros para atravesar la piel del 
hospedero y de esta manera insertar el hipostoma junto con los quelíceros dentro de la 
epidermis del hospedero (Dantas-Torres, 2010). Durante la fijación, la garrapata secreta por 
medio de sus glándulas salivares una sustancia similar al cemento con la cual forma un cono 
que se extiende desde la superficie de la epidermis hasta el estrato córneo (Szabó, 1999).  
 
Los dentículos del hipostoma ayudan a asegurar las piezas bucales en el cemento, 
facilitando la fijación a la piel por el retroceso de los dentículos embebidos en el cemento 
(Needham, 1985). Una vez fijadas las piezas bucales se inicia la búsqueda de sangre, 
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durante este proceso se dañan capilares y vasos sanguíneos causando hemorragia y 
formándose así lagunas de alimentación (Mans, 2004). 
 
El período de alimentación de R. sanguineus puede variar de días para el caso larvas a 
varias semanas en el caso de las hembras (Koch, 1982), dependiendo del estadío de desarrollo 
y el hospedero (Troughton, 2007).  Todos los estadíos se alimentan preferentemente de sangre 
de perro, aunque ellos se alimentaran de otros mamíferos si fuera necesario. Las larvas se 
alimentan de 3 a 7 días, las ninfas de 5 a 10 días, las hembras por varias semanas y los machos 
por períodos de tiempo más largos (Lord, 2014). Los lugares de preferencia para la fijación de 
R. sanguineus son: La cabeza (especialmente las orejas), zona interdigital, axilas, lomo y 
región inguinal (Dantas-Torres, 2010). 
 
2.1.3.4 Reproducción 
 
     Una vez que R. sanguineus alcanza la madurez sexual se aparea únicamente en el 
hospedero. Aunque la ingestión de sangre es el mayor estímulo para la espermatogénesis en 
machos y la ovogénesis en las hembras, la hembra no se ingurgitará completamente si no llega 
a aparearse con el macho (Dantas-Torres, 2010). 
 
     Los adultos son frecuentemente encontrados fijados en pareja en el hospedero, el macho y 
la hembra se alimentan teniendo contacto sus superficies ventrales y en esa posición copulan 
(Feldman, 1970). El macho estimula la apertura genital de la hembra (gonoporo) insertando el 
quelícero en dicha estructura y poco después transfiere el espermatóforo al gonoporo con 
ayuda de las piezas bucales, posteriormente pasa por el tracto genital de la hembra y llega al 
receptáculo seminal 24 horas después de la copula (Feldman, 1971).  
 
     Cuando el período de alimentación finaliza, la hembra ingurgitada se desprende, cae al 
suelo y después de un período de pre-ovoposición (que puede durar de días hasta algunas 
semanas) depositan sin interrupción de 1500 a 4000 huevos en promedio (Sirivastava, 1964). 
El período de ovoposición puede durar varias semanas y el número de huevos puestos por 
cada hembra está relacionado con el peso de la hembra y el tiempo del período de ovoposición 
(Koch, 1982).  
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     Las hembras trepan las paredes y depositan los huevos dentro de grietas de las paredes, 
debajo de la cama de los perros (Walker, 2003) o incluso en lugares escondidos entre las rocas 
o dentro de la tierra para protegerlos de depredadores como arañas, aves y avispas (Dantas-
Torres, 2010).  
 
     Mientras se realiza la ovoposición, la hembra pasa los huevos por encima de su área 
porosa, la cual es un área especializada ubicada en la parte dorsal de la base del capítulo, para 
cubrirlos con secreciones que los protegerán de la desecación (Lord, 2014). La incubación de 
los huevos dura de 6 días hasta algunas semanas y culmina con el nacimiento de las larvas 
hexápodas (Dantas-Torres, 2008). 
 
2.1.3.5 Desarrollo 
 
     Las larvas necesitan un tiempo para enducrecer su esqueleto quitinoso antes de buscar un 
hospedero y realizar la primera fijación sobre la piel del hospedero (Dantas-Torres, 2010). En 
un estudio realizado por Srivastava  (1964), se observó que las larvas con menos de 7 días de 
nacidas eran incapaces de subirse a un hospedero y alimentarse de él. 
 
     Una vez que las larvas y ninfas ingurgitadas se alimentan completamente, se desprenden 
del hospedero y caen al suelo para buscar un lugar escondido para iniciar el proceso de muda 
(Dantas Torres, 2010).  Usualmente las larvas y ninfas mudan en el mismo sitio donde las 
hembras depositan los huevos (Walker, 2003). 
 
     Antes de iniciar la muda, se produce primero un período de Pre-Muda que puede durar de 
días a semanas dependiendo del estadío de vida y condiciones climáticas. A temperaturas 
bajas las larvas y ninfas ingurgitadas pueden entrar en un estado fisiológico de Diapausa, 
mientras que a temperaturas más altas el período de muda se hace más corto (Koch, 1986). 
 
     La muda es regulada por hormonas y comienza con la ruptura de la antigua cutícula (Rees, 
2004).  Antes de emerger del viejo tegumento comienza el proceso de defecación, teniendo a 
la guanina como principal componente de las heces la cual es capaz de favorecer el proceso de 
agregación de garrapatas en algunas especies (Sonenshine, 2006). Aunque la guanina ha sido 
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identificada como una hormona que puede favorecer la agregación y acelerar el proceso de 
muda en las ninfas, aún no ha podido ser sido encontrada en R. sanguineus (Cancado, 2007). 
 
2.1.3.6 Hospederos 
 
     El perro es el principal hospedero tanto en áreas urbanas como rurales para el cual R. 
sanguineus parece estar especializado (Szabó, 2001; O´Farril, 2005) y sirve de hospedero para 
todos los estadíos de desarrollo (Walker, 2003). Sin embargo, R. sanguineus puede infestar 
una amplia variedad de hospederos domésticos y salvajes incluyendo bovinos, equinos, 
felinos, conejos, aves (Leguía, 1996), cabras (Gonzáles, 2006), roedores (Tavares, 2014), 
marsupiales (Santa Cruz, 1998), tortugas (Keirans, 1985) e incluso al hombre (Dantas-Torres, 
2006; Parola 2008). 
 
     La diferencia en la preferencia de hospedero parece estar relacionada con la disponibilidad 
de animales, de manera que si no hay perros en una determinada área R. sanguineus podría 
buscar otro tipo de mamíferos que parasitar (Lord, 2014). Asimismo, el parasitismo en 
mamíferos que no sean perros podría estar relacionado a presencia de caninos y ambientes 
severamente infestados, es decir varía de acuerdo a la población de garrapatas presente en un 
determinado lugar (Dantas-Torres, 2010). 
     El parasitismo en humanos puede ser causado por adultos o por formas inmaduras de R. 
sanguineus (Dantas-Torres, 2006; Serra-Freire, 2010). Parola (2008) demostró que existe una 
predisposición para el parasitismo en las personas cuando son expuestas a altas temperaturas y 
está relacionado al crecimiento de la población de garrapatas y la disponibilidad de hospederos 
humanos. 
 
     La carga de garrapatas infestando un perro puede estar influenciada por factores 
individuales del perro como la edad (Tinoco-Gracia, 2009), sexo (Silveira, 2009) y raza 
(Louly, 2007). Siendo más frecuente encontrarla en perros jóvenes, machos y de raza Cocker 
spaniel inglés.  
 
     La resistencia a las garrapatas en perros es medida comparando algunos parámetros 
biológicos de garrapatas ingurgitadas en perros que han sido infestados anteriormente y perros 
que nunca han sido infestados (Inokuma, 1997). Los perros desarrollan una inmunidad gradual 
que se manifiesta por una disminución del grado de infestación, menor tiempo de ingestión de 
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sangre, menor tasa de ovoposición y reducción en la viabilidad de las larvas (Leguía, 1996). 
Asimismo, Veronez (2010) demostró que existen cambios histológicos en garrapatas 
ingurgitadas que se alimentan de perros resistentes. 
 
2.1.3.7 Epidemiología 
 
    R. sanguineus es una de las especies de garrapatas más ampliamente distribuidas   en el 
mundo (Venzal, 2017). Se cree es nativa de África, pero fue distribuida a diversas partes del 
mundo con temperatura cálida y tropical gracias a la migración de personas y sus perros 
(Walker, 2003). La intensidad de la infestación por R. sanguineus en perros puede variar 
geográficamente y estacionalmente (Dantas-Torres, 2010).  
 
     Es encontrada comúnmente en ambientes de clima cálido, en perros, casas, perreras e 
incluso en vida salvaje (Lord, 2014). Esta garrapata se ha distribuido globalmente entre 50°N 
y 35°S y gracias a su asociación con el perro puede incluso sobrevivir en regiones climáticas 
de temperaturas frías (Ramírez et al., 2008).  
 
     R. sanguineus se ha establecido en América del Norte, Centro y Sur, India, África, 
Madagascar, China, Europa y otras áreas (Walker, 2003). En el Perú esta garrapata es 
prevalente en áreas de clima tropical y subtropical, habiéndose reportado en Lima, Piura, 
Huánuco, San Martín, Pucallpa (Leguía, 1996), Amazonas (Glenny, 2002) y Lambayeque 
(Nuntón, 2013). 
 
     La duración del ciclo biológico está estrechamente relacionada con la temperatura y 
humedad ambiental. A mayor temperatura y humedad relativa (HR), menor tiempo de 
desarrollo. Así a 28°C y una HR de 70%, el ciclo biológico completo se realiza entre 45 a 50 
días, por ello la incidencia es más elevada en época de verano (Leguía, 1996). Al parecer 
existe una fuerte correlación entre el número de garrapatas y la temperatura ambiental, 
disminuyendo en meses de invierno y aumentando durante el verano (Dantas-Torres, 2010). 
 
     Estudios similares realizados en Perú muestran que con una temperatura ambiental entre 
18°C y 26.7°C la prevalencia de R. sanguineus en perros fue de 30% (Estares, 1999) mientras 
que a 15.4°C en invierno la prevalencia de R. sanguineus fue de 2.8% (Bustamante, 1998), 
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notándose así el efecto de la temperatura sobre la prevalencia de este ectoparásito en su 
principal hospedero.  
 
     Asimismo, la ocurrencia estacional de R. sanguineus en perros fue examinada por Inokuma 
(1996) en Japón, encontrándose que las garrapatas desaparecieron de los perros cuando la 
temperatura fue menor a 15°C y que el periodo de oviposición bajo condiciones de laboratorio 
se prolongó cuando la temperatura decreció de 37°C a 23°C y fue extremadamente largo a 
14°C.  
 
2.1.3.8 Ciclo Biológico 
 
     R. sanguineus es una garrapata que requiere 3 hospederos, de la misma o diferente especie, 
para completar su desarrollo (Leguía, 1996). Esto significa que una vez alimentado, 
abandonará el hospedero para desarrollarse y mudar en los distintos estadíos de vida, larva, 
ninfa y adultos (Lord, 2014). 
 
     La hembra fertilizada, después de la última succión de sangre en el hospedero se desprende 
y cae al suelo donde deposita sus huevos (Labruna, 2004) La garrapata inmadura que sale del 
huevo posee seis patas (Hexápoda) y recibe el nombre de Larva, pudiendo estas sobrevivir 
hasta 8 meses sin alimentarse (O’Farril-Nieves, 2005).  
 
     Las larvas hexápodas infestan al perro u otro hospedero y se alimentan de sangre por 3 a 7 
días (Lord, 2014) para luego desprenderse y caer al suelo donde muda al estadío de ninfa en 3 
a 4 semanas. Ésta presenta 8 patas (Leguía, 1996) y suben a la vegetación u otras superficies y 
esperan a tener contacto con un hospedero (O´Farril-Nieves, 2005). Una vez fijada al segundo 
hospedero succiona sangre por un período de 5 a 10 días (Lord, 2014), aunque pueden 
sobrevivir hasta 6 meses sin alimentarse (O’Farril-Nieves, 2005).  
 
    Posteriormente, caen al suelo donde mudan a adultos, machos y hembras, en un periodo de 
2 a 26 semanas, aunque en condiciones favorables a los 63 días se pueden convertir en adultos 
(Labruna, 2004; Quiroz, 2005). Los adultos jóvenes pueden sobrevivir alrededor de 18 meses 
sin alimentarse (O´Farril-Nieves, 2005).  
 
     Machos y hembras infestan un tercer hospedero donde se realiza la cópula (Leguía, 1996).  
Las hembras pueden ingurgitarse en 7 días, pero pueden permanecer en el perro por 3 semanas 
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si es que no hay cópula, mientras que el macho puede permanecer por varios meses con varias 
cópulas repetidas (Walker, 2003). 
 
     El ciclo de vida de R. sanguineus puede completarse en 10 semanas (Walker, 2003) bajo 
condiciones ideales de temperatura y humedad. El período Prepatente fluctúa entre 45 a 450 
días (Leguía, 1996). El número de generaciones de R. sanguineus por año puede variar de 
acuerdo a la región. Bajo condiciones favorables pueden completarse de 3 a 4 generaciones 
(Silveira, 2009). 
 
2.1.3.9 Importancia en Medicina Veterinaria. 
 
    Las enfermedades transmitidas por garrapatas constituyen uno de los más grandes 
problemas en Salud Pública y Veterinaria que existen a nivel mundial (Álvarez, 2017). 
Rhipicephalus sanguineus está involucrado en la transmisión de agentes patógenos a los 
caninos tales como: Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Babesia canis vogeli, Babesia gibsoni 
y Anaplasma platys (Venzal, 2017). 
 
     La Ehrlichiosis canina es una infección que puede evolucionar a una forma crónica que 
cursa con alteraciones hematopoyéticas, principalmente trombocitopenia (Guerrero, 2016). 
Similares hallazgos como anemia además de la trombocitopenia son encontrados en casos de 
Babesiosis y Anaplasmosis canina. La Hepatozoonosis se caracteriza por mialgia con 
trastornos de locomoción, llegando a miositis crónica, debilidad y muerte del animal (Mateus, 
2007). 
 
     Las garrapatas adquieren dichos microorganismos al alimentarse sobre animales infectados, 
por transmisión transestadial en la cual la transmisión de la infección se transfiere al siguiente 
estadio evolutivo (Ramírez, 2014) y por transmisión transovárica, es decir la hembra infectada 
transmite el agente a los huevos teniendo como consecuencia el nacimiento de larvas 
portadoras y vectores del agente infeccioso (Parola y Raoult, 2001). 
 
     Además de transmisión de microorganismos, los mecanismos de acción patógena ejercidos 
por las garrapatas sobre el hospedador son amplios y de varios tipos: Acción irritante, 
hematófaga, alérgica y tóxica, causando prurito, anemia, eritema y parálisis ascendente 
respectivamente (Leguía, 1996; Quiroz, 2005; Lorenzana 2005; Otranto, 2012). 
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2.1.3.10 Importancia en Salud pública. 
 
     Rhipicephalus sanguineus es un ectoparásito de significancia en Salud Pública y está 
involucrado en la transmisión de importantes patógenos humanos como es el caso de 
Rickettsia ricketsii (Dantas-Torres, 2006), Rickettsia coronii y Rickettsia massiliae (Venzal, 
2017). 
 
   Dichos microorganismos son responsables de causar enfermedad en la población humana 
alrededor del mundo, por ejemplo, Rickettsia coronii es causante de la Fiebre manchada del 
Mediterráneo en el viejo mundo (Rovery, 2008) mientras que Rickettsia ricketsii es causante 
de la Fiebre manchada de las Montañas rocosas en América (Demma, 2005). 
 
     Rickettsia massiliae es también transmitida por Rhipicephalus sanguineus y es un patógeno 
emergente a nivel mundial (Eremeeva, 2006), del cual se desconoce su potencial patógeno 
(Márquez, 2005) y presenta un único caso documentado en Argentina (García-García, 2010). 
 
     El cambio climático tiene un impacto en las garrapatas y la epidemiología de las 
enfermedades transmitidas por dichos vectores (Gray, 2013) debido a que la biología y la 
ecología de las garrapatas se encuentran bajo directa influencia de factores climáticos como 
temperatura y humedad (Dantas-Torres, 2010). 
 
     El calentamiento global puede favorecer el establecimiento de poblaciones de garrapatas en 
áreas libres de infestación y se ha especulado que el incremento de 2-3°C de temperatura de 
abril a Setiembre puede favorecer en el establecimiento de Rhipicephalus sanguineus en 
regiones del norte de Europa (Gray, 2013). Además, la exposición de Rhipicephalus 
sanguineus a altas temperaturas permite una fijación más rápida a humanos incrementando así 
el riesgo de transmisión de algunos patógenos como Rickettsia coronii en épocas de verano 
(Parola, 2008). 
 
Los casos de parasitismo humano por Rhipicephalus sanguineus son esporádicos y están 
relacionado a factores como presencia de perros infestados, niveles altos de ambientes 
infestados (Dantas-Torres, 2006; Serra-Freire, 2010). Asimismo, las personas que mantienen 
un contacto estrecho con perros están en mayor riesgo de exposición a Rhipicephalus 
sanguineus (Louly, 2007).  
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     De todo lo mencionado anteriormente se destaca que el calentamiento global podría afectar 
las poblaciones de Rhipicephalus sanguineus alrededor del mundo y la epidemiología de 
algunas enfermedades transmitidas por garrapatas (Parola, 2008). 
 
2.1.3.11 Competencia Vectorial. 
 
     Como consecuencia de sus hábitos hematófagos, las garrapatas tienen un papel relevante en 
la transmisión de distintos microorganismos patógenos, muchos de los cuales constituyen los 
responsables de producir distintas enfermedades zoonóticas que afectan al hombre y a los 
animales domésticos y silvestres (Walker, 2003; Venzal, 2017). Este potencial vectorial se 
mide en términos de competencia vectorial. La competencia vectorial es la capacidad genética 
o habilidad intrínseca del vector para infectarse con un patógeno y posteriormente ser capaz de 
transmitirlo, la cual es evaluada en estudios de laboratorio (Márquez, 2005). 
      
     Existe diferencia en cuanto a la competencia vectorial mostrada por los dos linages 
neotropicales de Rhipicephalus sanguineus s.l (Nava, 2015).  De acuerdo a estudios 
moleculares realizados en Rhipicephalus sanguineus s.l en América Latina (Morales-Filho, 
2011), las garrapatas de Sao Paulo-Brasil corresponden a las especies del linaje del Norte, 
mientras que las garrapatas del sur de Brasil, Argentina y Uruguay corresponden a las especies 
del linaje del Sur.  
 
     Por dicha razón un estudio experimental evaluó la competencia vectorial para E. canis de 
cuatro poblaciones neotropicales de Rhipicephalus sanguineus s.l mostrándose que las 
poblaciones de garrapatas de América tropical (Sao Paulo- Brasil) fueron vectores 
competentes de E. canis, pero no lo fueron las garrapatas del cono sur de Sudamérica 
(Argentina, Uruguay y el sur de Brasil). Basados en estos resultados se concluyó que la 
ausencia o escasez de casos de Ehrlichiosis monocítica canina por E. canis en el cono sur de 
Sudamérica es resultado de la incompetencia vectorial de Rhipicephalus sanguineus del linaje 
del Sur de dicha área geográfica (Morales-Filho et al, 2015). 
 
      Estos resultados son apoyados por los encontrados por Venzal en Uruguay en el 2007, en 
los que todas las garrapatas evaluadas fueron negativas a la presencia de E. canis. Asimismo, 
en Argentina se evaluó la infección natural de Ehrlichia canis y Anaplasma platys en 
garrapatas Rhipicephalus sanguineus s.l pertenecientes al linage del Norte y del Sur, 
mostrando que todas las garrapatas infectadas con E. canis y A. platys pertenecieron al linage 
del Norte (Cicuttin, 2015). 
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     La diferencia en la competencia vectorial de los dos linajes de Rhipicephalus sanguineus s.l 
expresada para E. canis podría también ocurrir para otros patógenos (Nava, 2012), por esta 
razón la identificación de los linages del Norte y del Sur así como también la determinación de 
la competencia vectorial son de suma importancia para entender la epidemiología de las 
enfermedades transmitidas por Rhipicephalus sanguineus s.l. 
 
2.2 Métodos de Identificación 
 
2.2.1 Importancia de la Identificación exacta de las Garrapatas. 
 
     La identificación exacta de las especies de garrapatas es importante para el control de las 
enfermedades que transmiten y ha sido tradicionalmente logrado a través de criterios 
morfológicos (Mangold, 1998, Dantas-Torres, 2013). Sin embargo, la diferenciación de 
especies de garrapatas por criterios morfológicos puede ser difícil sobre todo cuando los 
especímenes se encuentran físicamente dañados, ingurgitados con sangre, en estadíos 
inmaduros (Caporale, 1995), no presenten alguna estructura importante en la identificación o 
existen dificultades técnicas debidas a la falta de experiencia y capacitación para realizar la 
identificación morfológica (Takano, 2014). 
 
     La identificación y diferenciación de Rhipicephalus sanguineus de otras garrapatas 
cercanamente relacionadas ha sido realizada por lo general basado en características 
morfológicas como el tamaño, apertura genital, dimorfismo sexual y ciertas características del 
capítulo (Walker, 2003). En los últimos años el estado taxonómico de Rhipicephalus 
sanguineus ha estado en debate (Nava, 2015), sabiendo que es considerado un complejo de 
especies relacionadas basado en un enfoque morfológico tradicional (Dantas-Torres, 2010). 
 
     Las Identificación morfológica basadas en técnicas fenotípicas tienen considerables 
limitaciones para la precisa identificación y diferenciación de todos los miembros 
pertenecientes al complejo Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l) (Dantas-Torres, 2008). 
Por otro lado, los métodos moleculares que emplean marcadores moleculares de ADN han 
probado ser herramientas valiosas que pueden superar dichas limitaciones y han sido usados 
para identificar y diferenciar especies de garrapatas (Szabó, 2005). 
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     Además, los métodos moleculares han sido empleados para evaluar la resistencia a diversos 
acaricidas (Díaz, 2012), desarrollar vacunas (Perez-Perez, 2010), distinguir los Linages del 
Norte y Sur dentro del complejo Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Szabó, 2005; Burlini, 
2010; Moraes-Filho, 2011; Nava, 2012; Jones, 2017), así como también para evaluar la 
competencia vectorial a determinados agentes patógenos (Cicuttin, 2015; Moraes-Filho, 
2015). 
 
2.2.2 Identificación Molecular 
 
     La identificación exacta de especies es crucial debido a que representa la base para el 
establecimiento y desarrollo de estrategias de control y tratamiento contra las enfermedades 
transmitidas por garrapatas (Latrofa, 2013). Los métodos moleculares juegan un papel 
fundamental para la identificación de garrapatas y para realizarlo se emplean marcadores 
genéticos nucleares y mitocondriales. 
 
 
 
 
2.2.2.1 ¿Marcadores genéticos Nucleares o Mitocondriales? 
 
     Muchos estudios han evaluado la idoneidad de un rango de marcadores moleculares para 
lograr una rápida y confiable identificación de especies de garrapatas dentro del complejo 
Rhipicephalus sanguineus s.l (Szabó et al, 2005; Burlini, 2010; Moraes-Filho, 2011; Nava, 
2012). 
 
     Entre los marcadores moleculares genéticos más usados, los genes mitocondriales 16S 
rADN y 12S rADN ribosomal han demostrado ser precisos para la identificación de especies 
de varios especímenes Rhipicephalus sanguineus (Black, 1997; Beati y Keirans 2001; Nava, 
2012), mientras que el gen nuclear 18S rADN ha sido usado para la diferenciación de familias, 
subfamilias y géneros (Mangold, 1998). Por otro lado, existe poca información disponible 
sobre la idoneidad de otros genes mitocondriales como la subunidad 1 del Citocromo C 
oxidasa (COI) (Murrel, 2000; Dantas-Torres, 2013) y genes nucleares como la Región 
espaciadora transcrita interna del gen nuclear ribosomal 2 (ITS-2) (Barker, 1998). 
 
     Latrofa en el 2013 confirmó la idoneidad de los marcadores mitocondriales como el gen 
16S, 12S y COI frente al gen nuclear ITS2 para una confiable identificación de garrapatas 
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dentro del género Rhipicephalus. La idoneidad de los genes mitocondriales probablemente 
esté directamente relacionada con características peculiares de estos marcadores genéticos, 
como las tasas de mutación relativamente altas, el alto contenido de A + T y la herencia 
materna sin eventos de recombinación (White, 2008). 
 
2.2.2.2 Revisión de Marcadores moleculares. 
 
     A continuación, realizaremos una breve descripción de los marcadores moleculares 
mitocondriales (16S rADN, 12S rADN y Cox 1) y nucleares (18S rADN y ITS 2) más 
utilizados para la identificación de garrapatas, diferenciación de especies y establecer 
relaciones filogenéticas. 
 
a) 16S rADN 
 
     El gen mitocondrial 16S rADN ha sido utilizado ampliamente para la identificación y 
estudios de filogenia de garrapatas duras y blandas (Black y Piesman, 1994) y permite una 
buena diferenciación de especies debido a que este gen presenta gran cantidad de regiones 
variables (Takano, 2014). Este gen parece ser un buen marcador para el establecimiento de 
relaciones genéticas entre especies de garrapatas cercanamente relacionadas, pero no parece 
ser útil para comparar taxas distantemente relacionadas (Black y Piesman, 1994; Norris et al. 
1999). Esto podría deberse al alto nivel de homoplasia encontrado en genes que evolucionan 
rápidamente como los genes mitocondriales (Simon et al. 1994).  
 
     En un estudio comparativo para la discriminación de garrapatas se observó que el gen 16S 
rADN permitía desarrollar primers más eficientes, la tasa de amplificación era más alta y sus 
fragmentos de secuencia amplificados eran más fáciles de secuenciar en una sola reacción 
frente a otros marcadores moleculares (Jizhou, 2014). Estos resultados respaldan los 
encontrados en un análisis comparativo de marcadores mitocondriales para identificar especies 
del género Rhipicephalus, donde se observó que el gen 16S rADN alcanzaba un mayor 
porcentaje de identificación intra-especie para Rhipicephalus sanguineus (Erster, 2013).  
 
     Asimismo, el gen 16S rADN ha sido útil identificar los linages del Norte y Sur de 
Rhipicephalus sanguineus s.l en América (Szabó, 2005; Moraes-Filho, 2011; Nava 2012), 
Europa (Dantas-Torres, 2017) y África (Chitimia-Dobler, 2017) y establecer relaciones 
filogenéticas con patrones de distribución geográfica. Además, las secuencias registradas para 
este gen en el GenBank son más abundantes que otros genes (Takano, 2014). 
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b) 12S rADN  
 
     Norris et al en 1999 sugiere que este gen puede ser adecuado para resolver relaciones en un 
nivel infraespecífico o entre taxas cercanamente relacionadas debido a su alto contenido de 
AT del genoma mitocondrial causando una larga cantidad de homoplasia. 
 
     Jizhou en 2014 mostró que el fragmento amplificado del gen 12S rADN fue corto (menos 
de 450 pares de base) y sin heterozigosidad, haciéndolo fácil para obtener secuencias exactas 
en una sola reacción. Además, este gen parece ser prometedor como herramienta para 
examinar relaciones entre ramas de filogenia recientemente divergidas de garrapatas duras y se 
usó para demostrar que el género Boophilus surgió dentro del género Rhipicephalus (Beati y 
Keirans, 2001). 
 
   Finalmente, un fragmento del gen 12S rADN ha sido usado para detectar la presencia de los 
linajes del Norte y Sur de Rhipicephalus sanguineus s.l en Norte América (Jones, 2017) y 
determinar relaciones evolutivas entre poblaciones de Rhipicephalus sanguineus s.l de África 
con especímenes de Europa y América (Chitimia-Dobler, 2017). 
 
c) 18S rADN  
 
     Crampton  (1996) secuenció 254 pares de base del 18S rADN de varias especies de 
garrapatas confirmando que este gen es adecuado para la filogenia al nivel de familia y 
subfamilia debido a que es una región más conservada (Palumbi, 1996) y por lo tanto menos 
sujeta a homoplasia en comparación con el gen 16S rADN (Simon, 1994). 
 
     Black en 1997 mostró que las relaciones filogenéticas entre subfamilias de garrapatas 
usando el gen 18S rADN se parecía sustancialmente a la filogenia originalmente basada en 
criterios morfológicos a diferencia de la filogenia basada en el gen 16S rADN (Black y 
Piesman, 1994).  
 
     Por otro lado, Mangold en 1998 demostró que este gen es un buen marcador para la 
diferenciación supraespecífica, así como la agrupación de género entre garrapatas duras, estos 
resultados apoyan lo encontrado por Abdullah (2016) y Jizhou (2013) en los que este gen 
podía discriminar garrapatas a nivel de género. 
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d) Citocromo c oxidasa subunidad I (COI) 
 
     El citocromo c oxidasa subunidad I (COI) es considerado como el marcador de código de 
barras de ADN preferido para animales (Miller, 2007). Sin embargo, las secuencias de COI de 
garrapatas disponibles en Genbank no satisfacían la demanda para la discriminación a nivel de 
especie (Song et al., 2011). 
 
     Por dicha razón, COI ha sido usado para desarrollar un sistema de código de barras de 
ADN para la identificación de especies de Ixodida con éxito debido a que los niveles de 
divergencia entre individuos de la misma especie son usualmente más bajos que los 
pertenecientes a especies cercanamente relacionadas (Jizhou, 2013; Zhang, 2014). Asimismo, 
se evaluó cuatro fragmentos de ADN (COI, 16S rADN, 12S rADN, ITS2) para identificar 
especies de garrapatas duras (Jizhou, 2014), mostrando que, como código de barras estándar 
de ADN, COI debería ser la primera opción para la identificación de especies. 
 
     Por otro lado, COI fue usado para identificar especies del género Rhipicephalus (Erster, 
2013; Latrofa, 2013) y mostrar la diversidad genética de Rhipicephalus sanguineus s.l del 
Nuevo y Viejo mundo incluyendo la presentación del linaje del Norte y Sur (Dantas-Torres, 
2013). 
 
e) Región espaciadora transcrita interna del gen nuclear ribosomal (ITS 2) 
 
     La región espaciadora transcrita interna del gen nuclear ribosomal (ITS 2) es una región no 
codificante, que al no tener función sus secuencias están bajo poca presión de selección y 
puede acumular sustituciones rápidamente que podría hacerlo útil para la discriminación de 
especies cercanamente relacionadas (Cruickshank, 2002). 
 
     Zhaler (1997) usó 250 pares de base de ITS2 y sugirió que Rhipicephalus sanguineus con 
Rhipicephalus turanicus y Rhipicephalus pumilio con Rhipicephalus camicasi pertenecen 
respectivamente a la misma especie debido a que cada par de dichas especies tenían 
secuencias idénticas. Sin embargo, Barker (1998) pudo distinguir poblaciones y especies de 
Boophilus y Rhipicephalus, logrando incluso distinguir Rhipicephalus sanguineus de 
Rhipicephalus turanicus usando el gen entero ITS2 mostrando así su utilidad para distinguir 
especies de Rhipicephalus que son difíciles de distinguir morfológicamente mencionando que 
los resultados obtenidos por Zhaler (1997) se deben al posible uso de regiones de ITS2 menos 
variables que otras partes del gen. 
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     Contrariamente a lo encontrado por Barker (1998), Latrofa (2013) mostró una baja 
divergencia genética interespecífica de ITS2 para diferenciar especies del complejo 
Rhipicephalus sanguineus, apoyando lo propuesto por Zhaler (1997) al señalar la insuficiencia 
de este marcador para la diferenciación de especies, pero mostrando idoneidad para la 
identificación de especies lejanamente relacionadas como Rhipicephalus bursa y 
Rhipicephalus muhsamae. 
 
     Por último, en un estudio realizado por Jizhou (2014), ITS2 mostró una divergencia 
genética interespecífica más alta para especies de garrapatas que eran genéticamente distantes 
y una divergencia genética más baja para especies que eran cercanamente relacionadas cuando 
se le comparó con COI, 12S rADN y 16S rADN e incluso se señala la posible idoneidad de 
ITS2 para identificación de especies del género Ixodes, pero no para el género Rhipicephalus. 
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III. MATERIALES Y METODOS 
 
 
3.1 Diseño de estudio 
 
El estudio consistió en identificar morfológicamente mediante el uso de claves taxonómicas y 
mediante la técnica molecular de PCR y secuenciamiento genético las garrapatas de perros con 
Ehrlichiosis en el distrito de Chiclayo, Lambayeque, Perú. 
 
3.2 Lugar de ejecución y período de estudio 
 
     El departamento de Lambayeque tiene una superficie de 14,231.30 km² y abarca 3 
provincias en su jurisdicción: Provincia de Chiclayo, Provincia de Lambayeque y Provincia de 
Ferreñafe. El estudio se realizó en el distrito de Chiclayo (Provincia de Chiclayo), llevando a 
cabo el muestreo durante los meses de enero a abril del año 2016 con una temperatura 
ambiental entre 27°C y 35°C y una humedad relativa de 78%. 
 
3.3 Descripción y tamaño de muestra 
 
Las garrapatas que fueron incluidas en el muestreo provenían de perros con Ehrlichiosis. La 
obtención de la población de garrapatas se realizó de 2 maneras:  
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1. Se realizó 3 campañas de descarte/control de Ehrlichiosis. Con la ayuda de la Asociación 
“Refugio Animal” ubicada en el distrito de Chiclayo se llevaron a cabo dichas campañas 
dirigidas hacia las personas que tienen animales con signos compatibles con Ehrlichiosis 
(Epistaxis, petequias, depresión, anorexia, fiebre) o si tiene presencia de garrapatas con el 
objetivo de hacer el descarte de la enfermedad mediante el diagnóstico hematológico 
(resultados de hemograma y observación de mórulas microscópicas), historial clínico y signos 
compatibles. Asimismo, la campaña también estuvo dirigida a las personas que tienen perros 
con diagnóstico de Ehrlichiosis o que han presentado la enfermedad en un lapso no mayor a 2 
años (etapa subclínica). Las garrapatas sometidas al estudio se colectaron de los perros que 
fueron diagnosticados con Ehrlichiosis durante la campaña o de los perros que ya tenían 
diagnóstico de la enfermedad. 
 
2. Realizando el diagnóstico de Ehrlichiosis de animales sospechosos a la enfermedad en el 
Centro Veterinario “Más que patas” ubicado en Los Cerezos 110 – Urbanización Las Delicias 
(Chiclayo). De igual manera se colectó las garrapatas de los animales diagnosticados en el 
centro veterinario durante el tiempo de muestreo. 
 
3.4 Materiales, reactivos y equipos. 
 
-2 pinzas curva punta roma. 
-2 pinzas entomológicas. 
-Crioviales tapa rosca. 
-Crioviales estériles. 
-5 Alcohol 70°. 
-3 Alcohol 96°. 
-Estereoscopio. 
-Etanol Absoluto 150 ml. 
-Etanol Molecular 250 ml. 
-Guantes de látex. 
-Guantes de Nitrilo. 
-TEN buffer. 
-SDS 1%. 
-Proteinasa K. 
-Acetato de Amonio. 
-Centrífuga Vacuum. 
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-Vortex. 
-Tubos de PCR 0.2 ml. 
-Pipetas. 
-Microtubos 1.5 ml. 
-GoTaq® G2 Green Master Mix. 
-Termociclador Applied Biosystems. 
-Agarosa 100g. 
-Buffer TAE. 
-Bromuro de Etidio. 
-Marcador Peso Molecular LADDER. 
-Cámara de electroforesis. 
-Transiluminador de luz ultravioleta. 
-Campana de campo oscuro. 
 
3.5 Colecta de Garrapatas 
 
     Debido a la habilidad de las garrapatas para transmitir una variedad de enfermedades a los 
humanos y animales, especialmente después de un prolongado proceso de alimentación de 
sangre, la extracción rápida y segura es un método importante para prevenir la transmisión de 
muchos patógenos (Duscher, 2012). Se colectaron un total de 297 garrapatas de 74 perros 
siguiendo la técnica de Needham (1985): 
 
-Se usaron pinzas curvas de punta roma (previamente las manos estuvieron protegidas con 
guantes). El uso de este tipo de pinza se basó en su mayor facilidad de uso, menor daño al 
cuerpo de la garrapata y menor daño a la piel del hospedero (Bowles, 1992) 
 
-Se sujetó la garrapata lo más cerca de la superficie de la piel como sea posible y se tiró hacia 
arriba ejerciendo una constante presión uniforme. No se torció o tiró con mucha fuerza a la 
garrapata porque esto podía causar que las piezas bucales se rompan dejando el hipostoma y 
los quelíceros junto con el collar de cemento en la piel. 
 
-Se tuvo cuidado de no apretar, aplastar o perforar el cuerpo de la garrapata ya que permitiría 
la salida de sus fluidos (saliva, hemolinfa, contenido intestinal) que pueden contener agentes 
infecciosos (Barker, 1973). 
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-No se manejó la garrapata con las manos debido a que los agentes infecciosos pueden entrar a 
través de las membranas mucosas o heridas en la piel. Esta precaución se dirige 
particularmente a las personas que remueven las garrapatas de los animales domésticos con las 
manos desprotegidas. Después de retirar la garrapata, se desinfectó a fondo el sitio de la 
mordedura y se procedió al lavado de las manos con agua y jabón.  
 
     Las garrapatas fueron colectadas de todo el cuerpo del animal haciendo énfasis en zonas 
como la oreja, axila y región interdigital ya que son los lugares de adherencia preferidos por 
las garrapatas (Dantas-Torres, 2010). 
 
3.6 Conservación e Identificación de las muestras 
 
     Una vez colectadas las garrapatas, se conservaron en crioviales de tapa rosca con alcohol al 
70% y posteriormente se almacenaron en refrigeración a 4°C. La conservación de garrapatas 
en alcohol y almacenamiento en refrigeración es un método muy efectivo para la preservación 
de ADN de garrapatas para procedimientos moleculares (Mtambo, 2006). 
 
     Además, el etanol es considerado uno de los métodos más efectivos para la preservación de 
insectos debido a su capacidad de deshidratar el medio, coagular proteínas, detener la 
actividad de las enzimas nucleasas (King, 2004) y presentar mayor disponibilidad y menor 
costo en comparación con otros reactivos (Fukatsu, 1999; Tayutivutikul, 2003). 
 
      Los crioviales fueron rotulados e identificados con el nombre del canino, fecha de la 
recolección y lugar de muestreo. Asimismo, se anotó datos importantes como edad, sexo y 
antecedentes de enfermedad del perro en una base de datos. 
 
3.7 Procesamiento de las muestras 
 
3.7.1 Identificación Morfológica 
 
     La identificación morfológica de las garrapatas se realizó bajo lupa estereoscópica y 
microscópica identificándose el género, especie, sexo y estadio evolutivo de los especímenes 
en el Laboratorio de Epidemiología y Economía de la Facultad de Medicina Veterinaria de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perú. Los especímenes fueron sometidos a 
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un proceso de aclaramiento tisular con Hidróxido de potasio y también observados 
directamente bajo el estereoscopio y microscopio realizándose la identificación morfológica 
siguiendo las claves taxonómicas de Keirans y Litwak (1989) (Apéndice 1) y Quiroz (2008). 
 
Clave para la clasificación de los géneros en estado adulto de Ixodidae y Argasidae 
(Quiroz, 2015). 
 
1. Surco anal es anterior al ano (Prostriata), es inornado, no tiene ojos ni 
festones…………………………………………………………………………Género: Ixodes. 
El surco anal es posterior o está ausente, puede ser ornado o 
inornado……………………………………………................................Continuar en el punto 2 
 
2. El segundo segmento de los palpos se proyecta más allá de los márgenes laterales de la 
base del capítulo. No tiene ojos………………………………………..Género: Haemaphysalis. 
El segundo segmento de los palpos no se proyecta más allá de los márgenes laterales de la 
base del capítulo. Generalmente, tiene ojos…………………………….Continuar en el punto 3 
 
3. La base del capítulo es hexagonal y generalmente están inornados……………………..4 
La base del capítulo no es hexagonal dorsalmente, pueden estar ornados o 
inornados………………………………………………………………..Continuar en el punto 7 
 
4. Tiene festones, la placa estigmática tiene forma de coma o subtriangular. La coxa I tiene 
una hendidura profunda……………………………………………………………….………..5 
No tienen festones, las placas estigmáticas son ovales y la coxa I no tiene hendidura profunda 
en las hembras………………………………………………………….Continuar en el punto 6 
 
5. Los machos tienen escudos adanales y generalmente también accesorios. La coxa IV del 
macho es de tamaño normal. El segmento I de los palpos no tiene espolón 
dorsal…………………………………………………………………...Género: Rhipicephalus. 
Los machos no tienen placas adanales ni accesorias. La coxa IV del macho está muy 
aumentada de tamaño. El segmento I de los palpos tiene espolón 
dorsal………………………………………………………………………………..Rhipicentor 
 
6. Los palpos son cortos, pero los bordes dorsal y lateral no. Los machos tienen patas 
normales…………………………………………………….. …………………….…Boophilus 
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Los palpos son cortos, pero los bordes dorsal y lateral no. Los machos tienen grandes 
segmentos en las patas……………………………………………………………...Margaropus 
 
7. Los palpos son cortos y el segundo segmento no es más largo que ancho. La base del 
capítulo es rectangular…………………………………………………....Género: Dermacentor 
Los palpos son largos, el segundo segmento de los palpos tan largo como ancho. La base del 
capítulo es de forma variable, generalmente subtriangular o subrectangular 
dorsalmente………………………..........................................................Continuar en el punto 8 
 
8. Sin ojos, son parásitos de reptiles…………………………………………….Aponomma 
Con ojos………………………………………………………………...Continuar en el punto 9 
 
9. El escudo generalmente es ornado, los festones están bien desarrollados. Los machos no 
tienen placas adanales, accesorias ni subanales…………………………..Género: Amblyomma. 
El escudo es inornado, los festones están poco desarrollados. Los machos tienen placas 
adanales, accesorias y subanales…………………....................................................Hyalomma 
 
Clave para la clasificación de los géneros de la familia Argasidae 
 
1. El margen del cuerpo es delgado y agudo con una sutura que forma una línea que separa la 
cara dorsal y la ventral……………………………………………………………………..Argas 
Sin sutura lateral…………………………………………………….…Continuar con el punto 2 
 
2. Presencia de una falsa placa dorsal anterior…………………………………………Nothoaspis 
Ausencia de una falsa placa dorsal………………………………….…Continuar con el punto 3 
 
3. El tegumento de las ninfas está cubierto con espinas. Los adultos tienen el tegumento granular 
y el hipostoma poco desarrollado……………………………………………………….Otobius 
El tegumento es mamilado o tuberculado, sin espinas, hipostoma no 
vestigial………………………………………………………………..Continuar con el punto 4 
 
4. Tegumento tuberculado, hipostoma ancho en la base en forma de 
cuchara……………………………………………………………...............................Antricola 
Tegumento mamilado o similar, hipostoma de varias forma pero nunca como 
cuchara…………………………………………………………………………….Ornithodoros 
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3.7.2 Identificación Molecular 
 
     Del total de garrapatas identificadas morfológicamente, 9 especímenes fueron 
seleccionados para identificarlos mediante procedimientos moleculares. Con el fin de evitar la 
contaminación de las muestras se hizo énfasis en las siguientes medidas de laboratorio: 
Utilización constante de guantes y mascarilla, así como de material desechable estéril y 
descontaminación periódica del material no desechable mediante su limpieza con etanol al 
70% y posterior irradiación con luz UV. Dichas medidas se realizaron en cada una de las 
etapas del proceso (Extracción de ADN, preparación de las mezclas para la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa y análisis electroforético). 
 
3.7.2.1 Extracción de ADN 
 
     A continuación, se detallará el protocolo de extracción de ADN elaborado por Kelehear et 
al (2013) y modificado por Gómez (2017). 
 
-Se usó una pequeña muestra de tejido preservada en etanol absoluto o molecular. Se secó la 
muestra al aire libre, en una estufa o con ayuda de una centrífuga Vacuum. Luego se incubó 
toda la noche a 56°C (baño María) en un vial eppendorf con 100 ul de TEN buffer (404 mM 
Tris/ HCL; 20 mM EDTA, Ph 7.2), 1% SDS y 0.2 mg/mL de proteinasa K. (56 °C x 12 horas) 
(Buffer TEN + 10 ul proteinasa K 40 mg/ul). 
 
-A esto, se agregó 75 ul de acetato de amonio (3M), se homogenizó la muestra en un vortex y 
luego se sedimentó la muestra con ayuda de una microcentrífuga. La muestra se enfrió a -80°C 
durante 10 minutos. Luego se centrifugó a velocidad máxima (14 000 g x 5 min).  
 
-El sobrenadante fue pasado a un nuevo vial de 2 ml (eppendorf) y se añadió 2 volúmenes de 
etanol, se mezcló la muestra agitándolo 5 veces con los dedos, luego se enfrió a -80°C por 10 
minutos y se centrifugó como antes (14 000 g x 10 minutos). Luego se descartó el 
sobrenadante. 
 
-El sedimento (pellet) se lavó dos veces en etanol al 70% (175 ul), centrifugando cada vez la 
muestra a 14 000 g x 10 min. Luego la muestra se secó con ayuda de una centrífuga Vacuum 
(vacío-30 min) y se resuspendió en 100 ul de ddH2O o buffer DES y se esperó 10-15 minutos 
a temperatura ambiente. Finalmente, la muestra de ADN se rotuló y se almacenó en 
congelación. 
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3.7.2.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
     Las reacciones de amplificación fueron realizadas en un volumen total de 50 ul bajo 
condiciones completa de asepsia. Cada tubo de PCR contenía una mezcla de 1.3 ul de cada 
primer, 25 ul de 2x GoTaq Green PCR master mix (2X Buffer pH 8.5, 400µM dATP, 400µM 
dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP and 3mM MgCl2), 18.4 ul de Agua molecular libre de 
nucleasas y finalmente 4 ul de ADN genómico para completar el volumen total de las 
reacciones. Asimismo, junto a las reacciones de amplificación se incluyó un control negativo, 
en la que en la mezcla de reacción el ADN problema era sustituido por el mismo volumen de 
agua. La preparación de las mezclas de reacción y la incorporación final del ADN se llevaron 
en una cámara de flujo laminar dotada de luz ultravioleta.  
 
     Las amplificaciones se llevaron a cabo en un Termociclador (Applied Biosystems) 
siguiendo el siguiente perfil de ciclo: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 
Desnaturalización de 95°C por 30 segundos, Alineación a 50°C por 30 segundos y Extensión a 
72°C por 40 segundos; y una extensión final de 72°C por 7 minutos. 
 
3.7.2.3 Electroforesis en Agar Gel 
 
     Los productos del PCR fueron examinados por medio de una Electroforesis en Agar gel. 
Para ello se preparó 1.5 g de Agarosa (1.5%) disuelta en 100 ml de buffer TAE a una 
temperatura entre 70-80°C, agregando 2ul de Bromuro de Etidio (10mg/ml) a la mezcla antes 
de su gelificación por 45 minutos a temperatura de 22°C. La mezcla se solidificó en la cámara 
de electroforesis y se agregaron 8ul del producto amplificado de PCR y 5 ul de un marcador 
de Peso Molecular Ladder de 100 pares de base en cada celda del gel. 
 
     Una vez que el gel se solidificó, se conectó a una fuente de poder de 100 voltios a la 
cámara de electroforesis produciendo la migración de las muestras de ADN en dirección del 
cátodo al ánodo en un tiempo de 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo establecido se colocó 
el gel en el Transiluminador de Luz Ultravioleta (Cleaver Cientific) para realizar la lectura y 
se tomó la foto de las bandas de ADN en la Campana de campo oscuro adaptada a una cámara 
digital. 
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3.7.2.4 Secuenciamiento de los productos obtenidos del PCR 
 
     Los productos de amplificación del PCR fueron purificados y sometidos a secuenciamiento 
genético para lo cual fueron remitidos a la empresa Macrogen en Korea. La empresa 
Macrogen utiliza el sistema ABI Prism el cual tiene una metodología de secuenciamiento 
genético basada en el método didesoxi de Sanger. 
 
3.7.2.5 Análisis de secuencias 
 
     Las secuencias de los nucleótidos obtenidos del gen 16SrADN de cada garrapata fueron 
alineadas, ensambladas y corregidas usando el programa ChromasPro. Posteriormente las 
secuencias fueron comparadas con las referencias de secuencias provenientes de la base de 
datos del GenBank (Cuadro 1), usando el BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Esta base de 
datos contiene más de 100.000 millones de   pares  de  bases  de   información  y  permite  
búsquedas  en  línea  en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html. El análisis 
filogenético se realizó usando el Programa MEGA7, midiendo la distancia evolutiva inferida 
desde la secuencia de nucleótidos. Las distancias genéticas fueron calculadas a través del 
método "neighbor-joining" con la distancia de 2-parámetros de Kimura. Todas las secuencias 
obtenidas fueron inscritas en el GenBank. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
Cuadro 1 Datos de los especímenes Rhipicephalus sanguineus s.l incluidos en el análisis 
de las secuencias del gen 16S rADN 
N° Código Localidad País 
Coordenadas 
geográficas 
Latitud Altitud 
1 
 
R.sanguineus_GU553074_A_Brazilb 
 
Sinop-MT Brasil 11◦51´S 55◦30´O 
2 
 
R.sanguineus_GU553075_B_Brazilb 
 
Jaboticabal-SP Brasil 21◦15´S 48◦17´O 
3 
 
R.sanguineus_GU553076_C_Colombiab 
 
Los Córdobas-
Córdoba Colombia 08◦54´N 76◦21´O 
4 
 
R.sanguineus_GU553077_D_Chileb 
 
Viña del Mar Chile 33◦00´S 71◦30´O 
5 
 
R.sanguineus_GU553084_E_Uruguayb 
 
Montevideo Uruguay 14◦51´S 56◦10´O 
6 
 
R.sanguineus_GU553078_F_Argentinab 
 
Rafaela-Santa 
Fe Argentina 31◦15´S 61◦29´O 
7 
 
R.sanguineus_GU553079_Sudafricab 
 
Dato no 
disponible Sudáfrica - - 
8 
 
R.sanguineus_GU553081_Espanab 
 
Dato no 
disponible España - - 
9 
 
R.sanguineus_GU553083_Italiab 
 
Dato no 
disponible Italia - - 
10 
 
Sample78a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
11 
 
Sample80a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
12 
 
Sample81a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
13 
 
Sample82a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
14 
 
Sample83a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
15 
 
Sample84a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
16 
 
Sample85a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
17 
 
Sample86a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
18 
 
Sample87a 
 
Chiclayo- 
Lambayeque Perú 6◦46´S 79◦50´O 
a
 secuencias obtenidas en este estudio. b secuencias obtenidas del GenBank 
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IV. RESULTADOS 
 
4.1 Identificación Morfológica 
 
     Las 297 garrapatas fueron identificadas como Rhipicephalus sanguineus s.l. Se encontraron 
176 Hembras y 123 Machos. La clasificación por sexo y estadío evolutivo se muestra en el 
siguiente cuadro 2. 
 
Cuadro 2 Clasificación por sexo y estadio evolutivo de Rhipicephalus sanguineus s.l. 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
     Los especímenes adultos (Machos y hembras) presentaron las siguientes características 
morfológicas: Presencia de capítulo desde una vista dorsal (Figura 1), surco anal posterior al 
ano (Figura 2), segundo segmento del palpo sin proyección lateral hacia el margen del 
capítulo, ojos presentes, presencia de festones, base del capítulo hexagonal, piezas bucales 
pequeñas (Figura 3), palpos tan o más lagos que la base
 
Especie Larvas Ninfas Adultos 
 Machos Hembras 
Rhipicephalus 
sanguineus s.l 
0 1 121 175 
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del capítulo o el hipostoma, coxa I profundamente hendida (Figura 4), placa espiracular en 
forma de coma (Figura 5). 
 
    El escudo quitinoso en los machos se extendía en un 80-100% de la superficie dorsal, 
mientras que en las hembras sólo cubría la mitad de la superficie (Figura 6). Además de las 
características mencionadas anteriormente, los Machos adultos presentaban placas adanales y 
placas accesorias, dichas estructuras estaban ausentes en las hembras.  
 
 
Figura 1. Presencia de capítulo y de escudo quitinoso (flecha azul). 
 
 
 
Figura 2. Vista ventral. Presencia de surco anal posterior (flecha roja). 
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Figura 3. Vista dorsal. Piezas bucales pequeñas. Segundo segmento del palpo sin proyección 
lateral y ambos palpos no son más largos que la base del capítulo (flecha azul). Base del 
capítulo hexagonal (flecha roja). 
 
 
Figura 4. Vista ventral. Palpos más largos que el hipostoma (flecha azul), presencia de coxa 
dividida del primer par de patas (flecha roja). 
 
 
Figura 5. Vista ventral. Placa espiracular en forma de coma (flecha roja) 
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Figura 6. Escudo quitinoso cubriendo la superficie dorsal en un 50% en un espécimen hembra 
(6a, flecha azul) y 100% (6b, flecha roja) además de presentar un par de placas adanales (6b, 
flecha azul) en un espécimen macho de Rhipicephalus sanguineus s.l. 
 
4.2 Identificación Molecular 
 
     Productos de amplificación del gen 16S rADN obtenidos de 9 garrapatas identificadas 
morfológicamente como Rhipicephalus sanguineus s.l del distrito de Chiclayo, Lambayeque-
Perú (Figura 8) fueron secuenciados y alineados. El análisis de las secuencias permitió 
confirmar la identificación de Rhipicephalus sanguineus s.l. de las 9 muestras. Dichas 
secuencias presentaron una divergencia genética intraespecífica de 0%, es decir sus secuencias 
fueron totalmente idénticas.  
 
 
 
Figura 7. Productos de amplificación del gen 16S rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l en gel 
de agarosa al 1.5%. Las muestras fueron positivas con un tamaño molecular de 450 pares de 
base. L: Marcador de peso molecular Ladder de 100 pares de base, N: Control negativo. 
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Asimismo, dichas secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias obtenidas del 
GenBank (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8a 
8c 
 8b 
    8d 
Figura 8. a, b, c y d. Alineación de secuencias de nucleótidos del gen 16S 
rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l de Brasil, Colombia, Chile, 
Uruguay, Argentina, Sudáfrica, España, Italia y las muestras obtenidas en 
Perú (Sample 78-87). 
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     Las diferencias entre secuencias de Brasil A, Brasil B, Colombia, Chile, Uruguay, 
Argentina, Sudáfrica, España, Italia y Perú iban desde 0 hasta 7.1% (Cuadro 3). Las 
diferencias entre las secuencias de Brasil A, Brasil B, Colombia (pertenecientes al conocido 
Linaje del Norte) fueron de 0.3-0.6%, mientras que las diferencias entre las secuencias de 
Chile, Uruguay, Argentina (pertenecientes al Linaje del Sur) fueron de 0.3-0.6%. Por otro 
lado, las secuencias de los países pertenecientes al Linaje del Norte y Linaje del Sur diferían 
de 5.8-7.1%. 
 
Cuadro 3 Matriz de divergencia intraespecífica absoluta (% de diferencia de nucleótidos) de 
secuencias parciales de 358 pares de base del gen mitocondrial 16S rADN de Rhipicephalus 
sanguineus s.l 
Secuencias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1  Brasil A -          
2 Brasil B 0.3 -         
3 Colombia 0.6 0.3 -        
4 Chile 5.8 6.1 6.5 -       
5 Uruguay 6.5 6.8 7.1 0.6 -      
6 Argentina 6.1 6.5 6.8 0.3 0.3 -     
7 Sudáfrica 0.3 0 0.3 6.1 6.8 6.8 -    
8 España 6.1 6.5 6.8 0.3 0.3 0.0 6.5 -   
9 Italia 5.5 5.8 6.2 0.8 1.4 1.1 5.8 1.1 -  
10 Perú 0.3 0 0.3 6.1 6.8 6.5 0.0 6.5 5.8 - 
 
     Las diferencias entre las secuencias del Perú y de países del Linaje del Norte fueron de 0-
0.3%, siendo las secuencias de Perú totalmente idénticas a las de Brasil B, mientras que las 
diferencias con las secuencias de países del Linaje del Sur fueron de 6.1-6.8%. 
 
     En relación con las secuencias de Rhipicephalus sanguineus de España, éstas difieren de 
6.1-6.8% de las secuencias del Linaje del Norte y de 0-0.3% de las secuencias del Linaje del 
Sur. Las secuencias de Rhipicephalus sanguineus de Italia difieren de 5.5-6.2% de las 
secuencias del Linaje del Norte y de 0.8-1.4% de las secuencias del Linaje del Sur. La 
divergencia genética mostrada entre las secuencias de Rhipicephalus sanguineus de Sudáfrica 
con las secuencias del Linaje del Norte y Linaje del Sur fueron de 0-0.3% y 6.1-6.8% 
respectivamente. 
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     La divergencia genética intraespecífica mostrada por las secuencias de Rhipicephalus 
sanguineus s.l del Perú y las secuencias europeas de España e Italia fueron de 5.8% y 6.5% 
respectivamente. Por otro lado, las secuencias de Rhipicephalus sanguineus s.l del Perú fueron 
100% idénticas con las de secuencias de Sudáfrica.  Los valores absolutos de divergencia 
genética entre las secuencias parciales del gen mitocondrial 16S rADN son mostrados en el 
cuadro. 
 
     El análisis filogenético inferido por Neighbor-joining generó un árbol que segregó las 
secuencias de Rhipicephalus sanguineus s.l en dos distintas clases: Una representada por las 
secuencias de Brasil A, Brasil B, Colombia (Linaje del Norte), Sudáfrica y Perú y una segunda 
clase representada por las secuencias de Chile, Uruguay, Argentina, España e Italia (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Árbol filogenético Neighbor-joining usando el parámetro de distancia Kimura 2 de 
secuencias parciales del gen 16S rADN (358 pares de base) de Rhipicephalus sanguineus s.l 
de Brasil, Colombia, Chile, Uruguay, Argentina, Sudáfrica, España, Italia y las muestras 
obtenidas en Perú (Sample 78-87). 
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V. DISCUSIÓN 
 
     En este estudio 297 garrapatas fueron identificadas morfológicamente como Rhipicephalus 
sanguineus s.l. Esta especie es la más ampliamente distribuida a nivel mundial (Walker, 2003) 
gracias a su relación con humanos y perros, siendo este último el principal hospedero (Dantas-
Torres, 2008). Esto apoya nuestros resultados al ser la única especie de garrapata encontrada 
de los 74 perros muestreados a pesar de haberse reportado Amblyomma maculatum y 
Amblyomma ovale (Glenny, 2002), siendo fácilmente diferenciados mediante la observación 
del tamaño de los palpos en relación a la base del capítulo (Keirans, 1989). 
 
     El uso de claves taxonómicas para la identificación morfológica es una herramienta que 
permite la discriminación de especies dentro del complejo Rhipicephalus sanguineus (Dantas-
Torres, 2013), sin embargo, las similitudes morfológicas presentadas por dichas especies 
dificultan su diferenciación. La especie con mayor similitud a Rhipicephalus sanguineus s.l es 
Rhipicephalus turanicus, causando confusiones en su identificación (Walker, 2003). La 
diversidad morfológica presentada por Rhipicephalus sanguineus s.l hace necesario el uso de 
herramientas moleculares como el uso del gen mitocondrial 16S rADN gracias a la alta 
cantidad de regiones variables que presenta este gen (Takano, 2014) para una adecuada 
diferenciación de estas dos especies cercanamente relacionadas (Dantas-Torres, 2013) e 
identificar si pertenece al Linaje del Norte o del Sur reportado en América Latina (Moraes-
Filho, 2011; Nava, 2012). 
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 El análisis de las secuencias parciales de 16S rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l del 
Perú muestran una escaza divergencia intraespecífica de 0-0.3% con las secuencias de Brasil 
A-B y Colombia pertenecientes al Linaje del Norte, esta divergencia genética ha sido 
previamente reportado en especímenes dentro de dicho linaje (Szabó, 2005; Moraes-Filho, 
2011; Nava, 2012). Además, el análisis filogenético agrupa las secuencias del Perú junto a las 
secuencias de Brasil y Colombia (Linaje del Norte) de manera que los resultados obtenidos en 
este estudio nos permiten concluir que las secuencias de Rhipicephalus sanguineus s.l del Perú 
pertenecen al Linaje del Norte. 
 
     Los especímenes Rhipicephalus sanguineus s.l de Perú provienen del distrito de Chiclayo, 
Departamento de Lambayeque que presentó una temperatura promedio de 27°C y 35°C y una 
humedad relativa de 78% entre los meses de Enero – Abril que fue el tiempo de muestreo, 
estos datos se relacionan con la distribución de Rhipicephalus sanguineus s.l del Linaje del 
Norte en países de clima tropical y subtropical (Moraes-Filho, 2011). 
 
     En este estudio las secuencias parciales de 16S rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l del 
Perú (Linaje del Norte) presentaron una divergencia intraespecífica de 6.1-6.8% con las 
secuencias de Chile, Uruguay y Argentina (Linaje del Sur) similar a los encontrados por Nava 
(2012) al comparar secuencias parciales de 16S rADN de ambos linajes y mayor a los valores 
previamente reportados para las secuencias de 16S rADN entre Rhipicephalus sanguineus s.l y 
Rhipicephalus guilhoni con 3.3% (Latrofa, 2013), mostrando así un alto porcentaje de 
divergencia genética entre los dos linajes siendo incluso superior al presentado entre especies 
del género Rhipicephalus cercanamente relacionadas. 
 
          Además de la amplia divergencia genética intraespecífica mostrada entre 
Rhipicephalus sanguineus s.l de ambos linajes en este estudio (perteneciendo las secuencias 
del Perú al Linaje del Norte), Szabó (2005) demostró que Rhipicephalus sanguineus s.l de 
Rafaela, Argentina (Linaje del Sur) fueron biológicamente incompatibles con especímenes 
de Jaboticabal, Brasil (Linaje del Norte) debido a que los híbridos de ambos linajes eran 
prácticamente estériles. Asimismo, divergencia en la morfología de ambos linajes fue 
reportado por Oliveira (2005) encontrando diferencias en el tamaño, forma del poro genital y 
características de las estructuras sensoriales bajo microscopía electrónica de barrido. 
 
     Por otro lado, las secuencias parciales de 16S rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l del 
Perú fueron alineadas con las secuencias de Europa (España e Italia) y África (Sudáfrica). El 
árbol filogenético segregó los Rhipicephalus sanguineus s.l del Perú con las secuencias de 
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Europa (divergencia genética de 5.8-6.5%) y las agrupó con la de Sudáfrica (mostrando 
100% de identidad). La amplia divergencia genética de las secuencias del Perú frente a las 
secuencias europeas y la estrecha relación con las secuencias africanas puede deberse a la 
introducción de Rhipicephalus sanguineus s.l al Nuevo Mundo antes del siglo XV gracias a 
la migración humana proveniente de Asia y África (Leonard, 2002). 
 
      Asimismo, el porcentaje de divergencia intraespecífica entre secuencias del Perú y el 
linaje del Sur fue alcanzado por la divergencia mostrada por las secuencias de Rhipicephalus 
sanguineus s.l de Jaboticabal-Brasil debido a que presenta un porcentaje de identidad del 
100% con las secuencias del Perú. Las secuencias de Jaboticabal-Brasil han sido encontradas 
también en Venezuela, Panamá, Costa Rica y México (Moraes-Filho, 2011), por lo que se 
infiere que las secuencias encontradas en el Perú están estrechamente relacionadas con 
secuencias Rhipicephalus sanguineus s.l de Sudamérica y Centroamérica.  
 
Además de la amplia divergencia genética intraespecífica mostrada entre Rhipicephalus 
sanguineus s.l de ambos linajes en este estudio (perteneciendo las secuencias del Perú al 
Linaje del Norte), los especímenes hembras pertenecientes al Linaje del Norte muestran un 
menor periodo de ingurgitación y una mayor tasa de producción de huevos (Szabó, 2005). Es 
probable que estas características se relacionen con un ciclo biológico más corto, mayor 
frecuencia de infestación (Walker, 2003; Lord, 2014) y mayor transmisión de enfermedades 
debido al aumento de temperatura ambiental a consecuencia del cambio climático (Dantas-
Torres, 2015; Ostfeld, 2015). 
     En el distrito de Chiclayo los casos de Ehrlichiosis canina han sido reportados con una 
prevalencia de 75.76% teniendo a Rhipicephalus sanguineus s.l como responsable de su 
transmisión (Oliva, 2015). Esta capacidad vectorial fue evaluada entre los dos linajes 
mostrando la habilidad de Rhipicephalus sanguineus s.l del Linaje del Norte para infectarse 
naturalmente con Ehrlichia canis (Cicuttin, 2015) y su capacidad para transmitir la bacteria a 
la población canina relacionándose a su vez la distribución de garrapatas de dicho linaje con 
la presentación de Ehrlichiosis monocítica canina (Moraes-Filho, 2015). 
 
     La identificación molecular de secuencias genéticas de Rhipicephalus sanguineus s.l en 
este estudio servirá de base para el establecimiento de mejores medidas de control y 
prevención de las enfermedades transmitidas por garrapatas. Por ejemplo, identificando los 
mecanismos moleculares de resistencia implicados en la variación de sensibilidad a ciertos 
acaricidas (Dantas-Torres, 2008; Díaz, 2012) mediante la comparación de secuencias 
genéticas de Rhipicephalus sanguineus s.l del Perú con las de especímenes que han 
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presentado resistencia a diversos acaricidas (Miller, 2001; Fernandes, 2001; Estrada-Peña, 
2005). Asimismo, nos permitirá evaluar la eficacia de protocolos de vacunación que han sido 
efectivos contra Rhipicephalus sanguineus s.l que presenten un alto porcentaje de identidad 
con las secuencias del Perú como los utilizados con éxito por Perez-Perez (2010) en la cual 
se usaron garrapatas provenientes de Jaboticabal, Brasil. 
 
    Por último, se hacen necesarios estudios que permitan identificar molecularmente 
Rhipicephalus sanguineus s.l de otros departamentos del Perú y clasificarlas de acuerdo al 
Linaje correspondiente, así como también identificar patógenos transmitidos a caninos y 
humanos y evaluar la competencia vectorial para dichos patógenos con la finalidad de 
entender mejor la epidemiología de las enfermedades trasmitidas por Rhipicephalus 
sanguineus s.l en el Perú. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
 
1. La Identificación basada en criterios morfológicos identificó 297 especímenes  
Rhipicephalus sanguineus s.l. 
 
2. Las secuencias del gen 16S rADN de Rhipicephalus sanguineus s.l del Perú resultaron 
100% idénticas a las secuencias de Jaboticabal-Brasil y Sudáfrica. 
 
3. El análisis filogenético identificó las secuencias de Rhipicephalus sanguineus s.l de 
Chiclayo, Lambayeque-Perú como pertenecientes al Linaje del Norte. 
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VIII. APÉNDICE 
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Apéndice 1. Clave para la clasificación de los géneros en estado adulto de Ixodidae (Keirans y 
Litwak, 1989). 
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